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第4回　基礎・臨床融合の学内共同研究発表会
軟骨の再生
◆　日時　平成23年5月31日(火) 16時～18時10分
◆　場所　大会議室(管理棟3階)
◆　研究責任者　整形外科学講座　教授　松末　吉隆
◆　司会　病理学講座(疾患制御病理学部門)教授　小笠原　-誠
講演者と演題
1.今井　晋二　リハビリテーション部　准教授
「関節軟骨の修復と再生医療」
2.日柳　章彦　動物生命科学研究センタ一　助教
「iPS細胞を用いた軟骨再生医療研究とモデル動物の重要性」
はじめに
小笠原　-誠　(病理学講座・疾
患制御病理学部門)
研究活動推進室(服部隆則副学
長)による基礎医学講座と臨床医
学講座が融合した学内共同研究プ
ロジェクト推進のための第4回学
内講演会を開催したので報告する。
平成23年5月31日(火)16時よ
り大会議室(管理棟3階)で、 『軟
骨再生』というテーマで、今井晋
二先生(リハビリテーション部
准教授)、日柳章彦先生(動物生命
科学研究センタ一　助教)に講演
いただいた。講演の内容は、各論
文を参照されたい。
馬場忠雄学長はじめ基礎・臨床
あわせて30名の出席があり、小
松直樹先生(生命科学講座[化学]
准教授)小島秀人先生(生化学・
分子生物学講座[分子遺伝医学部
門]准教授)などから活発な質疑
がなされ、今後の新たな研究の展
開や方向性についての手掛かりが
得られた。
軟骨の修復と再生医療
一当教室の再生医療研究の10年一
今井晋二
リハビリテーション部
Tissue Engineering for Damaged Cartilage
Summary of Basic Research for Cartilage Regeneration of the Last 1 0 years
Shinji Imai
Department of Physical Medicin and Rehabilitation
Abstract Regeneration of articular cartilage has long been a target of challenge for the orthopaedic
community. Three most important factors of the regenerated cartilage are scaffold, cell, and growth and
environmental factors. As for scaffold, there still remains a controversy over which type of scaffold
should be used; bio-absorbable or non-absorbable. Likewise, appropriate cell type for tissue
engineering of cartilage has not yet been determined; pluripotent stem cell or mature chondrocyte.
Finally, in order to control the proliferative and differentiation activities of the applied cells, appropriate
growth factor should be applied, though it also remains yet undetermined. For the last 10 years, we
have dedicated our basic science activities to the cartilage research in order to elucidate the
characteristics of these factors pertinent to the cartilage regeneration. After summarizing of our
previous research date, we demonstrate our novel attempt to treat cartilage regeneration using
cynomologus monkey model of cartilage injury
Keyword: cartilage, tissue-engineering, chondrocytes, stem cell,
はじめに
滋賀医科大学整形外科学講座では、 2001年に松末吉
隆教授が就任されて以来、 「軟骨の再生医療」を研究の
メインテーマに掲げているO　前任の福田鼻輪前教授の
主なテーマはリウマチ性脊椎症の外科的治療であり【1,
2]、筆者はこれに関連する関節炎[3,4, 5]や神経障害[6,
71の分野で大学院生たちと研鋸を重ねていた。当時、
「軟骨再生」の研究は当教室では皆無であった。
筆者と「軟骨再生医療」との関わりは　2002年にま
でさかのぼる。日本学術振興会特別研究員として赴任
していたアムステルダム自由大学から帰国し、大学勤
務に復帰して間もない頃であった。松末教授指導で初
めての大学院生である久保充彦君の研究テーマを考え
てやってほしい、と松未教授から依頼された。分野は
何でもよいと、非常にマイルドな指示であった。
筆者自身のアムステルダム時代までの研究テーマ
は「軟骨」とは無関係の「骨代謝」であり[8,9]、当初
久保君にはその仕事の手伝いをしてもらった[10].転
機は弘前で開かれた第17　回日本整形外科学会基礎学
術集会で起こったo 「自家軟骨移植術」をNEnsJMed
に発表し、時代の寵児となっていたPeterson教授が招
待されていた。学会の主題は「軟骨の再生医療」であ
り、名だたる国内外の研究施設がしのぎを削っていたo
まさにこの分野が一世を風摩するかの印象であった。
帰りのタクシーの中で発せられた「あのレベルにま
で到達するには相当頑張らないとダメですね」との松
末教授のコメント以降「軟骨の再生医療」が教室の研
究テーマになった。久保充彦君のテーマも「軟骨の再
生医療」になり、以降、筆者はこれまで10数名の大学
院生と「軟骨の再生医療」について研鎖を重ねている。
今回、これまでの大学院生の研究を紹介するとともに
将来の展望について考察したので報告するD
軟骨細胞移植術と自家軟骨柱移植術
1994年、 BritbergとPetersonは「自家軟骨細胞移植
術」による軟骨損傷に短期治療成績を報告した[11]。
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自己の軟骨細胞をin vitroで増殖させ、生体に戻すこ
の治療方法は日本を除く欧米の先進国では急速に普及
した。しかし、最初の報告から17年を経て、現在では
その効果を疑問視する報告も多い。一方、当教室の松
末吉隆教授は関節の非荷重部から円柱状の骨軟骨柱を
採取し、軟骨欠損部に移植する自家骨軟骨柱移植術を
報告した(図1) [12]。
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図1.自家軟骨柱移植術【12]
自家骨軟骨柱移植術は離断性骨軟骨炎[12]やステロ
イド性骨壊死[13]に対して良好な成績をおさめた。し
かし、もっとも篠病率の高い変形性関節症での成功例
の報告はなく、「軟骨の再生医療」が求められる所以で
ある。
軟骨再生の基礎研究
軟骨の再生医療では、以前から足場(Scaffold)、細
胞、分化・成長因子の3つの要素の組み合わせの重要
性が強調されてきたO　つまり、足場(Scaffold)では吸
収性を用いるか、非吸収性を用いるか、細胞では幹細
胞を用いるか、軟骨細胞を用いるか、また分化・成長
因子では液性因子を用いるか、環境因子を用いるか、
などである(表1)O我々は基礎医学的アプローチでそ
の各々の有用性について検討した。
表1.再生軟骨の構成要素とその可能性
1.足場(SAFFOLD)　　　吸収性
非吸収性
2.細胞　　　　　　　　幹細胞
軟骨細胞
3.分化・成長因子　　　液性因子
環境因子
1.吸収性Scaffoldについて
教室の久保は白色家兎軟骨全層欠損モデルにI型
コラーゲンからなる吸収性　scaffold　を挿入した際の
修復細胞の動態を組織化学的手法で調べたO　吸収性
Scaffold　により間菓系幹細胞が軟骨修復の現場に動
員されることを明らかにした。培養幹細胞を用いた実
験でもhaptotaxisというメカニズムで細胞動員される
ことを明らかにした(図2) [141.
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図2. Scaffoldによる幹細胞動員14
更に教室の三村は、高濃度のコラーゲンに向かって
開業系幹細胞が移動するhaptotaxisのメカニズムを利
用して、より効率よく軟骨修復の場に動員できるよう
濃度勾配コラーゲンScaffoldを考案した(図3)O　濃
度勾配コラーゲンの挿入で、より良質の軟骨が再生さ
れることが組織化学的に明らかにされたが、一方で一
度に動員される開業系幹細胞の量に限りがある為に
一定の大きさ以上の軟骨損傷の修復には成功できな
かった[151.
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図3.濃度勾配コラーゲンの構造と走査電顕15
2.液性分化・成長因子について
大きな軟骨欠損の修復により多くの間薬系幹細胞
の動員を必要とする。教室の三村はosmicpumpを利用
して渡度勾配コラーゲンゲル(CG gel)で動員された幹
細胞に　BMP-2　を自動で投与できるシステムを作成し
た[16]。幹細胞が動員され、軟骨細胞に分化するどの
段階で液性分化・成長因子であるBMP-2を投与するの
が有効かを検討した(図4).
図4.自動成長因子投与システムとその設置16
その結果、液性成長因子は幹細胞が動員されるごく初
期に投与した時に最も効率よく軟骨細胞に分化するこ
とが判明した[161.
3.骨髄由来未分化間葉系幹細胞について
大きな軟骨欠損の修復には大量の骨髄由来幹細胞
が必要であるとのこれまでの結果を踏まえて、あらか
じめ骨髄内で幹細胞を刺激すれば良好な軟骨修復を得
られるのではないか、との仮説が得られたO　教室の西
洋は軟骨欠損に前もって骨髄内にbasic FGFを投与す
ることにより骨髄由来未分化幹細胞を活性化すると軟
骨欠損作成後、より早期に倍近い量の骨髄由来未分化
幹細胞が動員されることを明らかにした(図5)[17],
損傷軟骨の再生も非常に良好であった。
?????????
図5.骨髄由来幹細胞刺激システムと軟骨再生[17]
4.環境因子、特に力学的刺激について
軟骨の再生を促すには、軟骨細胞による器質産生を
活性化しなければならない。器質産生は軟骨細胞の置
かれている環境、特に力学的環境に大きく影響されるO
これまで多くの研究者が2次元単層培養軟骨細胞でこ
れを調べてきたo　一方で軟骨細胞は単層培養するだけ
で急速に脱分化することが知られている。特に成長因
子との相互作用では一定の見解が得られていない。教
室の安藤は3次元下に軟骨を培養し、力学的に刺激す
るシステムを考案した(図6) [18]。 3次元培養で軟骨
の分化度を維持した状況では、これまで以上に力学的
刺激が有効である一方、成長因子投与で分化度の低い
細胞比率が増えると、かえって力学的刺激の効果が低
くなることも判明した。
この結果では再生過程にある軟骨では、分化度が低
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図6. 3次元培養軟骨刺激装置18
い為に力学的刺激による刺激効果が低いことになる。
教室の塩路は、力学的刺激を加えると軟骨細胞から
interleukine (IL)-4が分泌されること、また力学的刺激
がなくてもIL-4　投与だけで器質産生が活性化される
ことをを明らかにした【19]。一方、軟骨細胞自身もIL-4
受容体を発現し、praracrineloopを形成していることが
判明した。直接、力学的刺激を受けていない軟骨細胞
もIL4　を介して力学的環響に係わる情報を共有して
いることが判明した(図7)0
細胞外欝安産生
図7.力学的刺激のよるIL4産生活性化[19]
5.成熟軟骨と軟骨細胞について
軟骨は恒常的に軟骨器質の異化と産生を繰り返
し、その形態を維持している。移植手術などの環境
変化は器質産生を低下させることが知られている。
親水性の高いヒアルロン酸やアグリカンなどの器
図8.低浸透圧ストレスとその回復[20]
質が減少すると、細胞外環境は低浸透圧になる。低浸
透圧ストレスは細胞の膨大を介し、細胞死を引き起こ
す。この様な状況は軟骨移植などの特殊な状況に限ら
ず関節炎や変形性関節症でも起こりえる。教室の磯矢
は低浸透圧ストレスに対して軟骨細胞から外向き　Cl~
イオンチャネルを介し、膨大化した細胞のサイズ小さ
くする機構「調節性細胞縮小」のあることを明らかに
した(図8) 【20]。
教室の奥村は、更に調節性細胞縮小がチロシンキナ
-ゼを介したエネルギー依存性の能動的細胞活動であ
ることを明らかにした【21】。すなわち、伸展ストレス
は細胞骨格などを介し、チロシンキナ-ゼの活性化を
引き起こすO次に軟骨細胞から外向きCl-イオンチャネ
ルが活性化され、最終的に水分子を駆出することによ
り細胞サイズが減少する(図9)。この機構は軟骨移植
の成否に影響するだけでなく、変形性関節症の病態に
も重要であるO　教室の熊谷はこの細胞防御的な機構の
破綻と変形性関節症の病因について研究を重ねている。
図9.調節的細胞縮小とチロシンキナ-ゼ[21】
6.非吸収性コラーゲン(成熟軟骨)について
軟骨再生医療の手法としてはEx vivoで完全に近い
軟骨粗放を再生してから、軟骨損傷部位に移植する方
法の可能性もある。通常の培養器では軟骨細胞はガラ
スやポリカーボネートなどの培養器素材に接着してし
まう。よって、通常の培養器を用いる2次元培養下で
は軟骨細胞は急速に脱分化し、器質産生能を失う。
教室の上中は、細胞接着を許さないセラミック製半
透膜上で軟骨細胞を培養することにより、軟骨細胞に
分化度を維持しながら、軟骨器質産生させるシステム
を構築した【22]。もちいる細胞種は成熟軟骨であるの
で液性成長因子[16]よりも力学的環境因子の方が有用
と考えた。しかし、器質産生中の軟骨細胞に3次元培
養装置(図6)を適応することは不可能であるので超
音波力学的刺激(LIPUS刺激)でこれを代替した。
図10.セラミック半透膜培養システムと
transducerからの超音波刺激装置「221
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図1 1. Exvivoでの軟骨再生とLIPUS刺激
セラミック製半透膜培養システムと超音波力学的刺
激(LIPUS刺激)の組み合わせは、これまでに例を見
ない良好な軟骨組織をex vivoで再生することに成功
した(図1 1)。教室の尾田はこれを生体に戻すべく
invivoでの研究を重ねているo
サル軟骨損傷モデルと再生医療
1.サル軟骨損傷と軟骨再生モデル
これまでの細胞レベルでの基礎的成果を再生医療に
反映するには、霊長類での軟骨損傷モデルの作成と再
生医療の適用が試されなければならない。以前から一
般的に提唱されている軟骨再生の各々の構成要素に
(表1)、当教室におけるこれまでの細胞レベルの知見
を当てはめてみた(表2)Q
表2.再生軟骨の構成要素とこれまで知見
1.足場(SAFFOLO)　　吸収性　　　幹細胞の動員・分化[14. 15]
非吸収性　　　成熟軟骨細胞の敬能維持【22]
四　　　日間SE白S3J㍑旧BfiMe刀
軟骨細胞　　軟骨の構造維持【20, 21]
3,分化.成長因子　　液性因子　　幹細胞の動且期に有効[16]
環境因子　　　成熟軟骨細胞の草安産生に有効[18, 19]
その結果、量依存的に軟骨の修復が可能、すなわち
沢山あればそれだけ大きな軟骨の修復が可能な幹細胞
と幹細胞の動員・分化に有利な吸収性scaffoldの組み
合わせで軟骨再生を試みたO
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図1 2.サルMSCの採取とpluripotency
滋賀医科大学動物生命科学研究センタTの鳥居隆三教
授のご協力の下に、同センターで計画的人工繁殖され
たカニクイザルを実験に供した(図12),
未分化間菓系幹細胞(mesenchymal stem cell, MSC)
は、骨髄から最も潤沢に採取することができる　MSC
は滋賀医科大学病理学講座の小笠原-誠教授のご協力
の下に上腕骨骨髄より採取した。採取、精製した細胞
からは脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞が分化誘導され
細胞の多機能性(pluripotency)が証明された(図12)。
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図13.サル軟骨損傷とMSCによる修復
教室の荒木は、平均年齢　6.5　歳の雄カニクイサル
(BW: 3.75-4.9kg) 18頭の膝関節に自然修復しない
3mm径と　5mm径の軟骨欠損を作成した。欠損部を放
置したコントロール群と吸収性コラーゲンscaffoldに
MSCを包埋したconstructを移植した実験群を作成し、
6,12,24過(各n-4)で組織学的に評価した。 MSC移
植群ではより良好な軟骨修復が認められた(図1 3)。
2.サル臆板付着部軟骨損傷モデル
臆板断裂や五十肩に代表される上肢関節疾患は、ヒト
と四足歩行動物では関節機能が大きくことなる為に霊
長類での疾患モデルが不可欠である。代表的な五十肩
の病理は、最新の画像診断技術を持ってしても掃出し
えず、その病理は明らかにされていない。腫板付着部
の微小損傷とその後の修復に伴う線維化がその病理と
されているが、実験的にこれを再現するにはサル疾患
モデルを必要とする。
柔軟性と強靭性の両立が要求される腫付着部にも
関節軟骨と同じくⅡ型コラーゲンとプロテオグリカン
に富む軟骨組織が介在している(図14),この為、関
節軟骨と同じく退行性変性を受ける。その自然修復の
成功のカギは骨髄からの修復組織の侵入の如何による
とされる。
図14.肩腺板付着部軟骨
教室の上羽は雄カニクイサル(BW: 3.75-4.9kg、平
均年齢6.5歳)の肩関節凍上筋付着部に幅4mmと8mm
の実験的欠損を作成した[23]。 4mm欠損では6週週目
では欠損部は肩峰下滑液包由来の細胞による肉芽組織
で満たされていた。 12過では血管新生も豊富に見られ
れ、 24週では修復されていた。一方、 8mm欠損では肉
芽組撒形成の後の血管新生が不十分で、 24過では再断
裂を起こしていた(図15),
図15.サル腺板の断裂と自然修復モデル
これまで損傷膳板の自然修復の過程を霊長類で証
明した報告はない。一連の経過は五十肩の疾患モデル
として今後、治療的介入の実験を予定している。一方、
断裂の拡大した8mm欠損モデルでは、損傷付着部に骨
髄との交通を作成すると修復されることが確認されたO
骨髄由来の　MSC　が参加し、修復反応が増強されたと
の仮説に至った。この仮説が正しいならば、精製MSC
の注入で鍵板断裂が修復されるはずであり、新たな治
療方法の開発に直結する。現在、鋭意研究遂行中であ
る。
図16.サル鍵板モデルとMSC注射治療
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和文抄録
軟骨の再生医療では足場　Scaffold 、細胞、分化・成
長因子の3つの要素が重要である　Scaffoldでは吸収
性を用いるか、非吸収性を用いるか、細胞では未分化
間英系幹細胞(mesenchymal stem cell, MSC)を用いる
か、軟骨細胞を用いるか、分化・成長因子では液性因
子を用いるか、環境因子を用いるか、が未解決であっ
た。我々はその各々の有用性について検討し、吸収性
Scaffol は幹細胞の動員と分化誘導に優れていること
また非吸収性Scaffoldでは成熟軟骨細胞の機能維持に
適していることを明らかにした。細胞については、
MSC　を用いると量依存的な軟骨修復が可能であるこ
と、また軟骨細胞を用いると軟骨の構造維持に有用で
あることが判明された。分化・成長因子に関しては多
くの液性因子はMSCの動員期に有効であるが、力学
的刺激などの環境因子は成熟軟骨細胞の器質産生に
有用であることが示唆された。以上より量依存的に軟
骨の修復が可能なMSCとMSCの動員・分化に有利な
吸収性s affoldの組み合わせが再生医療に最も適して
いるとの結論に達した。骨髄より採取したMSCから
は脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞が分化誘導され細胞
の多機能性(pluripotency)が証明された　MSC　と吸
収性scaffoldの組み合わせでカニクイサル軟骨損傷モ
デルに適用したところ良好な軟骨の再生を得ること
ができた。
キーワード　再生軟骨、未分化間菓系幹細胞、力学的
刺激、多機能、サル軟骨損傷モデル
軟骨再生医療と動物モデルの重要性
-カニクイザルiPS細胞の戦略的応用一
日柳　章彦,鳥居　隆三
動物生命科学研究センター
Cartilage Tissue Engineering and Animal Model
Cynomolgus Monkey and iPS cells as a Safety and Efficacy Model for Cartilage Repair
Akihiko Kusanagi and Ryuzo Torn
Research Center for Animal Life Science
Abstract
Articular cartilage has a limited capacity for self-repair because of lack of nerves, blood vessels, and lymphatic tissues.
Autologous chondrocytes implantation (ACI) is the first cell therapy for cartilage repair, however the efficacy ofACI is still
unknown. We have developed a novel engineered cartilage implantation technique utilizing an autologous chondrocytes
seeded in a 3 dimensional (3D) collagen based hydrogel/sponge and bioreactor, and prechmcal studies using miniature
swine model had shown the safety and efficacy. Based on the results of 6 months animal study, phase I clinical trial for FDA
approval had initiated and proved the safety of engineered cartilage implantation and currently phase III clinical trial has
been started in USA. ACI using patient's own cells will not cause immune rejection, however biopsy of healthy articular
cartilage would make an additional damages to patients and harvested chondrocytes have a limited proliferation capacity
since those cells are final differentiated cells. Recent stem cell studies for cartilage repair have shown promising results and
mesenchymal stem cells (MSCs) and iPS cells have the potential to become a universal resource for cartilage cell therapy.
Prior to the use of such iPS cells and MSCs based therapy, preclinical assessment of their safety and efficacy are essential
and non-human primates (NHP) serve as valuable animal model for human disease and biomedical research. We have started
to evaluate the potential of chondrogenesis丘蝣om cynomolgus monkey iPS cells and confirmed 3 dimensional culture would
enhance chondrogenic differentiation from iPS cells. This preliminary result would support the capability for cartilage repair
using iPS cells and an additional gene pro filing and preclinical in vivo evaluation will be needed for the safety and efficacy
in NHP model for the clinical application.
Keyword: Tissue engineering, Cartilage repair, iPS cells, Cynomolgus monkey, Cell therapy
はじめに
関節軟骨は神経、血管、リンパ組織に乏しい組織と
して知られており、一度損傷を受けると自己再生する
ことは難しい[1,2,3,4].様々な関節軟骨治療が試みら
れているが、根本的な治療法は確立されておらず、再
生医療技術を用いた軟骨再生医療の開発が望まれてい
る.自家軟骨細胞移植法(autologous chondrocytes
implantation: ACI)は、 1994年にBritbergらによって
開発され、現在までに唯一アメリカ・食品安全医薬局
(Food and Drug Administration: FDA)にセカンドライン
トリートメントとして認可を受けた細胞注入療法であ
る間. ACIは、体外で患者自身の軟骨細胞を培養し、
患者の腰骨より得られた骨膜下に移植する方法として
開発され、一定の臨床的な効果が報告されている[6,7].
しかしながら、 ACIによる臨床効果に疑問を呈す報告
もあり、再生医療技術を用いたさらなる開弟が望まれ
ている[8,9].筆者は、 2001年より2010年まで、アメ
リカにおいて細胞療法および幹細胞を用いた軟骨再生
医療開発に携わって来た.今回は、アメリカの再生医
療技術開発で経験した基礎研究、動物実験および臨床
Received August 10, 2011
Correspondence:滋賀医科大学動物生命科学研究センタ一　日柳　章彦
〒 520-2121大津市瀬田月輪町　　kusanagi@belle.shiga-med.ac.jp
応用の知見を紹介する.また、近年の再生医療研究に
おいて、京都大学、山中伸弥教授らが開発した人工多
能性幹(inducedpluripotent stem: iPS)細胞を用いた細
胞療法が注目を集めている[10,11].滋賀医科大学・動
物生命科学研究センターでは、鳥居隆三教授を中心と
して、カニクイザル腫性幹(embryonicstem:ES)細胞
およびiPS細胞を樹立し、ヒトに最も類似する前臨床
モデルであるカニクイザルを用いた幹細胞研究が盛ん
に行われている.筆者は2010年より滋賀医科大学に赴
任し、鳥居隆三教授の元、カニクイザルES/iPS細胞を
用いた再生医療研究に着手している.今回、 ES/iPS細
胞を用いた軟骨再生医療-の試みとモデル動物として
のカニクイザルの重要性に関しても報告する.
関節軟骨の生物学的特徴と軟骨治療
関節を構成する骨端は、関節軟骨に覆われており、
関節軟骨を構成する硝子軟骨は白色の光沢を有し、表
層一中間層一深層一石灰化層の4層の層状構造をとる
(図1).石灰化層は軟骨下骨と強固に連結している.
関節軟骨は80%の水分、 20%の細胞外基質とわずかな
軟骨細胞により構成される[12].軟骨細胞は細胞外基
質内の小寓(lacuna)に存在し、球形の場合が多いが、大
きさ・形態・微細構造は一様ではない.中間層および
深層の軟骨細胞は、表層の細胞に比べ、良く発達した
粗面小胞体とゴルジ装置を持ち、プロテオグリカンや
コラーゲンなどの軟骨基質成分を旺盛に合成・分泌し
ている.軟骨基質はコラーゲン(乾燥重量の60%)と
プロテオグリカン(乾燥重量の10%)から構成され、
コラーゲンは主にII型であり、プロテオグリカンは
95%のグリコサミノグリカンと呼ばれる多糖類(GAG)
と　5%のタンパク質から出来ている.プロテオグリカ
ンは大量の水分子を保持し、コラーゲンは構造性タン
パク質として軟骨の形態を維持する.骨とは異なり、
軟骨基質内にはアパタイトの結晶は存在せず、多量の
水分を保持し粘弾性で、関節におけるクッションとし
ての役割を担う.
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図1.ヒト関節軟骨組織(SAF-0染色)と構造
関節軟骨は他の組織に比較して、細胞密度が非常に
低く(4%程度)、血管・神経・リンパ組織を欠くこと
から、一度損傷を受けると二度と元に硝子軟骨に再生
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する事はない.現在、軟骨損傷に対する一般的治療法
であるマイクロフラクチャ-手術は、損傷部位除去後
に、軟骨下骨部位に小孔を多数開けることによって、
出血による療痕形成を促す.しかしながら、マイクロ
フラクチャ-手術によって再生される繊維軟骨は、硝
子軟骨とは生化学的および力学的に大きく異なり、数
年後に軟骨損傷が再発する例が多く、軟骨損傷の根本
的な治療ではない.また、軟骨細胞は、体外で長期間
2次元培養を行うと繊維軟骨様に脱分化することが知
られており、脱分化した軟骨細胞を3次元培養状態-
戻すと元の硝子軟骨の特性を取り戻す事が可能である
ことも報告されている[13].このように体外で軟骨細
胞を培養する場合、バイオマテリアルや合成ポリマー
素材を用いて3次元培養することが軟骨細胞の特性維
持に重要であり、様々なマテリアルを用いた軟骨の　3
次元培養技術が軟骨損傷-応用可能であるとの報告が
ある。しかし、実際に臨床応用まで至った軟骨再生医
療技術はいまだ無く、筆者が中心となり開発に携わっ
たHistogenics社(USA, Boston)のNeoCart'は、ウシ
由来I型コラーゲンスポンジ・ハイドロゲルとバイオ
リアクターを用いてengineered cartilageを体外で作製
し、生体接着剤を用いて移植を行う新規の軟骨再生医
療技術である(図2).現在FDA Phase III臨床試験が
全米　25　箇所で行われており、最も臨床応用に近い　3
次元バイオマテリアルを用いた軟骨再生技術として注
目を集めている.
図2. Engineered cartilage (NeoCartョ)による軟骨再生
軟骨再生
1.再生医療とTissue Engineering
体外の培養系で体の組織構造を再生させる研究領域
はTissueEngineering (組緑工学)と呼ばれ、 Langerと
Vacantiによって1993年のScience誌に発表された概念
である[14、図　3].再生医療を現実化する　Tissue
engineeringには、細胞(細胞、幹細胞)、細胞の足場
となる　scaffold、そして細胞の分化・増殖のための成
長因子・サイトカインが必要であると定義されている.
TissueEngineeringの最大の利点は、細胞注入療法で課
題となっている細胞の流出や壊死による細胞の損失を
克服出来ることであり、細胞注入やサイトカイン療法
では治療し得ない先天性疾患などの欠損部位に対する
治療を可能とすることであるー　しかし、実際には
scaffold内に十分な細胞数を播種することは困難であ
り、また移植後の足場が分解した後の空間は細胞数が
少なく大量の線維性結合組織で埋められてしまう問題
もある.よって、筆者が取り組んできた軟骨などの細
胞がまばらな組織の作製意外には応用が難しいのも事
実であった.筆者は幸運にも、 Tissue engineeringの概
念を唱えたRobertS.Langer教授の研究室(マサチュー
セッツ工科大学、化学工学部)に2006年より2010年
まで在籍し、最先端の再生医療研究に触れる機会を得
た.そこで、ヒト　ES細胞のバイオマテリアルを用い
た生殖細胞の分化誘導研究や、ヒト骨髄由来間菓系幹
細胞の軟骨再生研究に携わることが出来た.
図3. TissueEngineeringの概念
2. Tissue Engineeringを用いた軟骨再生医療
Tissue engineering技術を用いた軟骨再生医療技術の
開発を目指し、現行の細胞注入療法であるACIが持つ
多くの問題点を克服していく戦略を立てた. ACIの持
つ問題としては、患者由来の自家軟骨細胞を2次元培
養で増殖時に、硝子軟骨細胞から繊維軟骨細胞軟骨細
胞-脱分化がおこる点である.繊維軟骨細胞を移植す
れば、治療目的である硝子軟骨では無く、マイクロフ
ラクチャーの結果同様に繊維軟骨が形成されるのは当
然であり、それを防ぐためには体外での3次元培養は
必須と考えた(図4).
~ヽく
図4.コラーゲンゲル・スポンジによる3次元培養
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移植の際、軟骨浮遊液を骨膜下に注入するため、重
力によって細胞は底-沈殿し、細胞の偏りが出来る.
目的とする再生軟骨は、本来の関節軟骨同様に均一な
軟骨細胞の分布が必要となる.細胞注入後に、骨膜縫
合部位はフイブリン糊で接着されるが、フイプリン糊
による接着は非常に弱く、簡単に縫合部位の隙間から
細胞が漏れ出ることが予想される.また、骨膜の縫合
にはマイクロサージェリーのような繊細で多数の縫合
が必要とされ、縫合に掛かる手間と時間の問題および
習得の難しさなどにより、北米の整形外科医の間では
評判が良くない.よって、筆者らは縫合を必要としな
いより強力な生体接着剤を考案した(図5). ACIによ
る移植の際、歴骨面の骨膜を採取し、損傷部-縫合す
るが、骨膜自身が過形成を起こし、再度関節鏡により
治療が必要になる例も多く、骨膜自身が副作用の原因
を作っているとも考えられており、また単純に骨膜の
採取に伴う患者-のダメージを考慮し、骨膜を使用せ
ず、生体接着剤でフイルム状の物理的なバリヤーを形
成させることも考案した(図6).
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図5.生体接着剤の開発
図6.生体接着剤による物理的バリヤー
また、 どDA-の申請を考慮すると、幹細胞から軟骨
細胞の分化・増殖にサイトカインや成長因子を使用す
ることで、安全性の懸念から認可のハードルが上がっ
てしまう可能性がある.そこで、まずは幹細胞の利用
ではなく、患者自身の非荷重部の健康な関節軟骨細胞
を利用することとした.我々の身体は、常に重力に伴
う何かしらの物理的な刺激にさらされており、関節を
構成する軟骨細胞は、その物理的刺激により活性化を
受けるとの報告がある[151.よって、筆者らは、 3次
元バイオマテリアルに患者由来軟骨細胞を播種し、歩
行時に膝関節内に生じる程度の静水圧を発生させるバ
イオリアクター装置(Tissue Engineering Processor: TEP、
高木産業株式会社)を、ハーバード大学医学部の水野
秀一博士および高木産業と共に共同開発した.バイオ
リアクターによる力学的刺激で細胞自身にサイトカイ
ンや成長因子を作らせて、軟骨細胞の活性化を図るこ
とを目指したのである(図6).まず、培養する患者自
身の軟骨細胞が播種されたコンストラクトはディスポ
ーザブル・カルチャーユニットの中で培養される.こ
のバイオリアクターは、静水圧を発生させると共に、
パフュージョン機能を持ち、培養液の交換を自動で行
うことが出来る.また、インキュベーターとしても機
能し、酸素および二酸化炭素濃度などのガスのコント
ロールも可能である.それら静水圧、ガス濃度、温度、
培養液の交換などを全て、コンピューター制御でコン
トロール可能であり、また運転のデータもサーバーに
記録可能で、 Good manufacturing practice (GMP)対応
の機器として開発されている(図7).
図6.静水圧を発生するバイオリアクターの原理
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図7ノヾイオリアクターの機能
NeoCart◎による軟骨再生治療
筆者はHistogenics社起ち上げ当時から、 FDA認可
を目指した軟骨再生プロジェクトに参画し、軟骨細胞
の3次元培養およびバイオリアクターの開発と培養条
件の最適化などの基礎研究に携わった.体外での実験
データを元に、ミニブタを用いた前臨床試験の企画、
新規移植方法開発、外科手術、組織病理学的解析を担
当した.前臨床試験のデータは、 FDAに審査・認可を
受けて、安全性試験であるFDAPhaseI臨床試験の終
了までを担当したので紹介する.
12
1. NeoCart⑬ in vitro Data
ウシ由来I型コラーゲンゲル・スポンジの生体適合
性評価を評価するため、ブタ由来軟骨細胞をコラーゲ
ンゲル・スポンジ-播種し、バイオリアクターを用い
て静水圧刺激し(6　日間)その後のカルチャーデッシ
ュ内で静置培養(12日間)し、 18日間の培養実験を行
った.培養後のサンプルは　PBS　で洗浄し、 Live/dead
染色により軟骨細胞の生存率を蛍光顕微鏡で観察した.
その結果、多くの生細胞(緑蛍光)が観察され、死細
胞(赤蛍光)は、ほとんど確認されなかった(図8).
iiSサ㌫
図8. Engineered cartilageの生存率データ
次に、バイオリアクターの培養条件最適化の実験
を行った.結果として、 0.5MPacyclic(lHz)の条件で7
日間加圧培養を行い、その後14日間静置培養(計3
週間)を行うことにより細胞増殖と軟骨基質の蓄積の
最適化が行われた(図9,10,ll).
ー ? ? ? ? ? ?
図9.静水圧による細胞増殖能の上昇
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図10.静水圧によるGAG蓄積の上昇
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図11.GAG蓄積の組織像(SAF-0染色)
2.軟骨損傷モデル動物作製と前臨床試験
体外でEngineered cartilage (NeoCartO)を作製する
培養条件が最適化された後、そのEngineered cartilage
の体内における安全性と有効性を評価するために、ミ
ニブタを用いた前臨床試験を行った(図11).いくつ
かの先行していた再生医療ベンチャー企業が、 FDAの
軟骨治療の治験で失敗しており、その主な原因は誤っ
た軟骨損傷モデル動物の選択であった.体外で様々な
マテリアルを用いてEngineered cartilageを作製するこ
とは、実験的に不可能なことではない.しかし、その
作製したEngineered cartilageを、動物実験を用いて体
内で安全性・有効性評価するのは非常に難しい、なぜ
ならば有効な軟骨損傷モデル動物が存在しないからで
ある.骨・軟骨再生の研究では、マウス・ラットから
のステップアップの実験としてウサギを用い報告が多
いが、その理由はサイズが手頃であり、経済的にも利
点があるからである.しかし、ウサギの膝関節軟骨は
非常に小さく、また軟骨も薄い、そして術後に足をキ
ッキングするため、移植部位が外れやすく、骨欠損を
伴わない純粋な軟骨損傷モデルとしては適してはいな
いとの結論を我々は出した.ミニブタを軟骨損傷モデ
ルとして選択した理由は、以下の通りである.軟骨の
厚さがl-2mmと中型動物では比較的厚く、 FDAが要
求した骨欠損を伴わない純粋な軟骨欠損部位を作製出
出来る.膝関節のサイズが関節鏡観察にも適応内であ
り、リハビリテーションプログラムを考慮した際に、
術後あまり活発に運動しない動物であることも考慮し
た.また経済的な面から考慮してもウマなどと比較す
ると安価である.実験動物で唯一二足歩行を行い、ヒ
トも最も近いと考えられるサルを用いる事も考えたが、
その時点では経済的な理由で断念せざるを得なかった.
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図12.ミニブタを用いた前臨床試験
FDA -の申請に向けた長期Good Laboratory Practice
(GLP)基準の前臨床試験を行う前に、幾つものスモ
ールスケールのNon-GLP前臨床試験を行い、ミニブタ
の軟骨の損傷に対する治癒の程度や反応を徹底的に調
べた. NeoCartO移植後の膝の固定法の検討やその影響
なども最適化された後、 6ケ月におけるGLP前臨床試
験が行われた_　コントロールとして、無処置群と
scaffold移植群を設定し、 NeoCartOと比較を行った.全
群において、移植2週間後に関節鏡による観察を行い、
移植6ケ月後に動物は安楽死され、組織学的な解析が
行われた.
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図13.動物実験の実験計画
移植2週間後の関節鏡診断の結果より、無処置群に
おいては、軟骨欠損が確認され、 scaffold単独および
NeoCartョ移植群においては、移植部位に薄い膜状構造
の形成が確認された(図14).組練学的観察結果より、
NeoCartョ移植群においては、周りの組織と類似した硝
子軟骨様の再生(強いGAGとII型コラーゲン蓄積)
が確認された.それに対して、無処置群においては、
欠損部は繊維軟骨様の再生(GAG蓄積が弱く、 I型コ
ラーゲンの蓄積)が確認された. scaffold移植群の結
果は、硝子軟骨と繊維軟骨の再生が入り交じった中間
的なものであった(図14). PinedaおよびWakitaniら
の組織学的スコアリング【16, 17】によって評価を行っ
た結果、 NeoCart*移植群は、コントロール二群と比較
して有意的に優れた軟骨再生が観察された(図14主
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図14.関節鏡および粗放学的評価
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図15.組織学的評価
3.NeoCartO治験、安全性の証明
ミニブタを用いた6ケ月間の前臨床試験(GLP)の
結果がFDAに認められた後、安全性評価の為のFDA
PhaseI臨床試験が北米三箇所で開始された(図16).
計10人の患者がリクルートされ、 Non-randomizedの
治験として行われた.動物実験では、一部で使用され
た縫合も、臨床試験においては行われず、生体接着剤
のみでNeoCartョの損傷部-の接着は行われた. Phase I
臨床試験において、 NeoCart"移植による副作用は確認
されず、移植を受けた患者の生活の質が向上し、再生
軟骨を示すMRI診断像も観察された(図17,18).
図16. NeoCartO移植(Phase I)
図17.NeoCart*移植12週後のMRIおよび関節鏡像
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図18.NeoCartョPhaseIの結果まとめ
NeoCart8の安全性を証明するPhaseI臨床試験は成
功を収め、現在、 FDAPhaseIII臨床試験が全米25箇
所で行われている. PhaseI臨床試験の2年間のフォロ
ーアップ結果は、移植を担当したOregonHealthand
ScienceUniversityのCrawford医師により報告されてい
る【18].
ヒト間菓系幹細胞を用いた軟骨再生
自家軟骨細胞を軟骨治療に用いる問題として、バイ
オプシーよる新たな軟骨損傷作製があげられる.また
最終分化した軟骨細胞の増殖能には限界があり、損傷
部位に対して必要とする細胞数の確保が難しい.筆者
は、マサチューセッツ工科大学、 Langer研究室におい
てヒト間英系幹細胞と吸収性ポリマー・バイオリアク
ターを用いた軟骨再生プロジェクトに参加したので、
その研究成果を紹介する[19].十分な増殖能を維持す
る幹細胞を軟骨細胞-分化誘導が出来れば、軟骨採取
に伴う問題を解決出来る.よって、我々はヒト間某系
幹細胞を用いて検討を行った.既存の再生軟骨用の
scaffoldは、力学的特性が非常に弱いため、体内の硝
子軟骨と同等な力学的特性を持つscaffold開発を同時
に目指し、吸収性ポリマーであるポリカプロラクトン
(PCL)繊維scaffold (3D-wovenPCL)を開発し、バイオ
リアクターを併用し、再生軟骨を作製した(図19).
鵬C in 3D-woven PCも1嘘iq h加で賦細・
?r:去壷
図19. hMSC in 3D-woven PCL/Bioreactor
3D-woven PCL繊維の目を細かく編んだscaffoldの方
が、緩く編んだものよりも有意に強固な力学的特性が
確認され、またバイオリアクターで培養を行うことに
よりその力学的特性は有意に上昇することが確認され
た(図　20).生化学的な評価結果より、バイオリアク
ターによる物理的な刺激が細胞増殖とコラーゲン産生
を有意に活性化し、一方GAGの蓄積に関してはバイ
オリアクターを用いない静置培養に利点がある結果が
得られた(図21).この結果は、我々がNeoCart"開発
時のバイオリアクターで経験した結果と同様であった.
また、組織学的解析も、生化学的解析と同様な結果が
得られた(図　22).以上の結果より、 3D-woven PCL
scaffoldは、軟骨基質であるGAGやII型コラーゲンの
蓄積に有効であり、またバイオリアクターによる力学
的な刺激が細胞増殖とコラーゲン産生に有意に効果的
である事が示唆された.特に整形外科領域の治療に必
要とされる人工材料は、置換される骨、軟骨、靭帯な
どのように非常に強固結合組織としての力学的特性が
要求され、かつ体内で周囲の組織・細胞と融合する際、
非常に長い時間がかかる.本研究で開第した3D-woven
pcLは非常に強固な力学的特性を持ち、また長い間を
かけて体内で吸収されるため(体内で約2年間)、臨床
応用において非常に有効であると考えられる.
A AMr,°gate Modulus (M叫　　　　B Y°ォIng'. M<°dlJlhi IMPa)
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図20.力学的評価結果
DK     CM
図21.生化学的評価結果
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図22.組織学的評価(I-III: SAF-O, IV: COL2AIHC)
iPS細胞を用いた軟骨再生医療
iPS細胞を用いた再生医療応用は、 ES細胞が持つ倫
理・免疫拒絶の問題、また開業系幹細胞が持つ限定さ
れた増殖能の問題を打破すると考えられる.しかし、
iPS細胞の癌化が医療応用-の最大の懸念材料となっ
ており、 iPS　細胞を医療-応用するには、まず動物モ
デルを用いた安全性・有効性評価が必須であり、最も
ヒトに近いとされるサルを用いた実験系の開発が急務
となる.しかし、免疫不全マウスなどとは異なり、サ
ルを移植モデルと考えた場合、免疫拒絶の問題から自
家移植に限定され、実験内容も限定される.その免疫
拒絶の問題を打破するのが、筆者が所属する滋賀医科
大学動物生命科学研究センターが開発中のMHCホモ
接合体カニクイザルコロニーである.MHCホモ個体間
における移植が可能であるので、様々な条件で移植の
検定が可能となり、再現性が高く、質の高い動物実験
が行うことが期待されている　2009年に、鳥居教授を
中心として、HMCホモカニクイザル成体皮膚より得ら
れた線維芽細胞から山中4因子を用いたレトロウイル
ス法によりカニクイザルiPS細胞株が樹立された(図
23).筆者は現在、カニクイザルiPS細胞より軟骨細胞
の分化誘導と軟骨再生医療-の応用-取り組んでおり、
その基本コンセプトと予備実験の結果を紹介する.
図23.カニクイザル成体皮膚由来iPS細胞
1.サル軟骨損傷モデルの重要性
サルは実験動物において唯一の二足歩行を行う動
物であり、解剖学的にみても、サイズの違いはあるも
ののサルの膝関節は最もヒトの膝関節と類似している
(図24).特に創薬の安全性試験の標準的なモデル動
物であるカニクイザルを用いた軟骨再生の研究は、今
後益々重要になっていくと考えられる[20】.すでに滋
賀医科大学整形外科講座の松末吉隆教授らは、軟骨再
生の研究にカニクイザルを使用されており、良好な結
果を得ている.解剖学的、生理内分泌学的にヒトとの
類似性は高いカニクイザルであるが、軟骨再生の研究
に際し一点だけ注意すべきなのは、関節軟骨の厚さで
あろう.ウサギよりは厚いものの、大腿類の厚さは
1mm以下であり関節軟骨に欠損を作製する際は、骨軟
骨欠損に限定されることも考慮に入れ、目的に応じた
損傷モデルの検討が必須となる.なぜならば、臨床に
おいては骨欠損を伴う軟骨治療においては、軟骨部位
の骨化は懸念すべき副作用であり、長期に渡る観察と
評価が骨軟骨欠損を行った動物では非常に重要となる.
.:::照ey Knee joinH
図24.ヒト膝関節とカニクイザル膝関節
2.カニクイザルiPS細胞の3次元培養
まず滋賀医科大学動物生命科学研究センターにお
いて樹立済みのカニクイザルiPS細胞が軟骨細胞-誘
導可能かどうかを確かめるため、 1週間腫菓体形成に
よる浮遊培養によってランダムな分化を誘導したiPS
細胞を1.5%アガロースゲル内に播種した(図25). 2
週間血清添加培地(DMEM/F12, 10%FBS, 1%ITS,
1%P/S)で培養した.また、低酸素状態がヒト軟骨細
胞の体外培養においてGAG蓄積に効果があることか
ら、 5%酸素濃度の条件において培養する群も作製し、
検討を行った.
図25.カニクイザルiPS細胞のアガロースゲルによ
る3次元培養
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アガロースゲルを用いたiPS細胞の3次元培養を2
週間行ったところ、培養開始直後では確認されなかっ
た軟骨基質であるGAGの蓄積が、トルイジンブルー
染色により明らかとなった(図26).また、軟骨細胞
は硝子軟骨の特異的な構造である軟骨基質に囲まれた
軟骨小腔内に数個で存在している訳であるが、アガロ
ースゲル内のiPS細胞もトルイジンブルー陽性のGAG
に囲まれた軟骨小腔が観察され、形態学的には軟骨細
胞と酷似していた.次に、 2週間の3次元培養後のア
ガロースゲル内iPS細胞からtotalRNAを抽出し、軟
骨分化マーカー遺伝子のmRNAの発現を確認した所、
アガロースゲル内において3次元培養を行ったiPS細
胞で軟骨分化マーカー遺伝子の発現が確認された.現
時点ではタンパクレベルの確認はまだであるが、少な
くとも現在樹立しているカニクイザルiPS細胞を軟骨
細胞-分化誘導可能であると示唆される結果が得られ
た.今後はサイトカイン・成長因子の添加による更な
る効率的な軟骨細胞-の分化誘導条件を検討し、更に
レポーター遺伝子や細胞表面マーカーの利用なども取
り入れてより未分化なiPS細胞を含まない安全なiPS
細胞由来再生軟骨を用いた安全性および有効性確認の
ための動物実験を計画している.
図26.GAGの検出(トルイジンブルー染色)
GAG "i"6gつmi喜-
図27. RT-PCR
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和文抄録
関節軟骨は神経、血管、リンパ組織に乏しい組織と
して知られ、一度損傷を受けると自己再生しない.自
家軟骨細胞移植法(ACI)は軟骨治療初の細胞療法だ
が、その効果は疑問視されている.そこで我々は自家
軟骨細胞を3Dコラーゲン・スポンジに播種し、バイ
オリアクターを用いることにより、新たなェンジニア
-ド軟骨移植法を開発した.ミニブタを用いた前臨床
試験おいて、安全性と有効性を示し、その結果を元に
FDAにおける臨床試験が始まり、現在、全米において
Phase III臨床試験の最中である. ACI法は、患者の健
康な軟骨採取を必要とするが、軟骨採取は無用な軟骨
損傷を作る恐れもあり、かつ軟骨細胞は増殖能にも限
界がある.近年の幹細胞研究の成果により、幹細胞の
軟骨再生-の利用も大いに期待され、間英系幹細胞や
iPS細胞の利用も考えられている.しかし、 iPS細胞は
癌化の恐れも報告され、臨床応用にはまず前臨床モデ
ルで安全性と有効性を確認することが必須である.よ
りヒトに近い非ヒト類人猿を用いた前臨床モデルはヒ
トの疾病モデルや生物医学研究に非常に重要である.
我々は、カニクイザルiPS細胞から軟骨細胞-の分化
誘導能を評価し、予備実験において3次元培養が軟骨
細胞分化誘導に有効であることを示す結果を得た.臨
床応用の為には、今後より詳細な体外での検討とカニ
クイザル個体を用いたな安全性・有効性評価が必須で
あるが、今回の結果は、 iPS細胞が軟骨再生医療-有
効である可能性を示唆している.
キーワード:組織工学、軟骨再生、 iPS細胞、カニク
イザル、細胞療法
